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Prdx4 and SOD1 double knockout mouse as a useful tool for exploring oxidative 
and ER stress-induced hepatic disorder
Ryusuke Akihara, Takujiro Homma, Toshihiro Kurahashi, 
Jaeyong Lee, Junichi Fuji（Department of Biochemistry and 
Molecular Biology, Graduate School of Medical Science, Yamagata 
University）
　Among multiple factors, oxidative stress and endoplasmic reticulum 
(ER) stress are promising causes for developing steatosis and the 
progression of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). It has been 
reported that mice deficient for superoxide dismutase 1 (SOD1), a 
superoxide-detoxifying enzyme, spontaneously develop steatosis. We 
have previously demonstrated that the coordinate action of oxidative 
stress and folowing ER stress caused by SOD1 deficiency are the 
underlying mechanism for lipid droplet accumulation using primary 
cultured hepatocytes. Meanwhile, peroxiredoxin 4 (Prdx4) works on 
coupling hydrogen peroxide catabolism with oxidative protein folding in 
ER and hence exerts protection against oxidative stress via elimination 
of hydrogen peroxide. In fact transgenic overexpression of human Prdx4 
protects mice against the progression of NASH that is triggered by 
feeding a methionine- and choline-deficient (MCD) diet. In the current 
study, we generated Prdx4 and SOD1 double knockout (Prdx4−/− 
Sod1−/−) mice and examined if the combined deletion of Prdx4 and 
SOD1 aggravated NASH compared to single knockout. As results, 
spontaneous liver damage characterized by caspase-3 activation and 
plasma ALT elevation was evident in the developing Prdx4−/−Sod1−/− 
mice, which showed increased incidence of premature death before 
adulthood, and was effectively ameliorated by supplementing vitamin C 
(ascorbic acid). Then we explored nutritional factors that might 
ameliorate NASH using Prdx4−/−Sod1−/− mice. The double knockout 
mice fed with the MCD diet developed hepatic steatosis with further 
increase in plasma ALT. The liver damage was markedly attenuated by 
genistein, a soy isoflavone with antioxidant and anti-inflammatory 
properties. Thus, Prdx4−/−Sod1−/− mice wil be a useful pathological 
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Fig.1 Re-epithelialization rate with healing time.

























































































































た。各薬剤の混合率は、ラット用混合率（MED：MID：BUT = 0.15mg/kg 
b.w.：2mg/kg b.w.：2.5mg/kg b.w.）を基準とした。上記の混合率で混合し
た薬剤は、基準値の0.5、１、1.5、２倍量を各１匹ずつウサギの筋肉内に
投与し、麻酔作用を検討した。麻酔作用の評価項目は、心拍数、呼吸数、
直腸温、麻酔深度とし、それぞれ10分おきに２時間測定した。麻酔深度の
指標として正位反射、四肢の痛覚反射、皮膚痛覚反射、角膜反射を用い、
それぞれ１点として評価した。その結果、30分程度の麻酔をウサギに施し
たい場合、ラットの麻酔に必要な麻酔量の半分量が適当であると判断され
た。
　ケタミンは数年前に麻薬指定されたため厳密な管理を必要とし、またペ
ントバルビタールナトリウムは鎮痛作用がほとんど無く、さらに麻酔に必
要な投与量の安全域が狭いとされる。これらに代わる麻酔薬として３種混
合麻酔薬は、ウサギに対しても十分に有効である。
２．当センターにおけるミニブタ飼育の実際と技術支援の紹介
尾﨑順子（山形大学医学部メディカルサイエンス推進研究所動物実
験センター）
　当センターでは平成27年３月からミニブタの飼育を開始しております。
今回はミニブタの飼育管理の紹介とミニブタの実験に関連する技術支援お
よび当センターの技術支援業務を紹介いたします。
　実験動物としてミニブタの特徴は①ヒトへの外挿性が高い部分が多い
（皮膚、循環器系、消化器系、泌尿器系など）こと、②欧米では各分野の
生物医学研究において長年利用され、現在も使用数は増加しており豊富な
Backgroundが検索可能であること、③成長曲線が緩やかであり、おとなし
い性格である、などがあげられます。
　またミニブタは社会性を持つ非常に賢い動物です。日々コミュニケー
ションを図ることで実験処置もスムーズに行うことができるようになるこ
とから動物にとって快適でストレスのない飼育環境つくりに努めておりま
す。また現在はゲッチンゲンミニブタの飼育を行っておりますが、クラウ
ン系ミニブタ、マイクロミニブタ等にも対応可能ですので実験内容に併せ
てご利用ください。
　現在のところミニブタの実験は半年以上の飼育を伴う慢性実験が行われ
ており、処置および手術の際の技術支援は全て無償で行っております。当
センターではミニブタにかかわらず全ての実験動物に関する適正な実験手
技を提供すべく（社）日本実験動物協会の認定する実験動物技術指導員、実
験動物一級技術者、実験動物二級技術者の有資格者がおります。各手技の
トレーニングに関しましてはすべて無償となっておりますのでぜひお気軽
にお声がけください。その他、技術支援業務には実験動物・遺伝子改変動
物の授受、検疫検査、実験動物の清浄化、凍結保存などがあります。詳し
い技術支援の内容は当センターHPに掲載しておりますのでご参照くださ
い。
　今後とも利用者の皆様に実験動物に関する情報提供を行うとともに、実
験動物に関する技術支援を充実させ、利用者の皆様によりよい実験環境を
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提供していきたいと考えております。
３．マウス・ラットの微量採血における新しい採血具の紹介
伊藤恒賢（山形大学医学部メディカルサイエンス推進研究所動物実
験センター）
　マウス・ラットの微量採血は尾静脈から注射シリンジで吸引する方法
や、尾静脈および尾動脈を切開する方法（切開法、カミソリ法）がある。
また、眼窩静脈叢から採血する方法もこれまで用いられてきた。尾静脈や
尾動脈を切開する方法は、尾部皮膚とともに動静脈の切断により滴下する
血液を回収する方法であるが、切口が大きいために過度に出血して血液ロ
スが多くなりマウスが貧血になる等の身体的負荷が大きい。さらに傷口か
ら流出した血液は空気に触れるため血液凝固する場合がある。また、眼窩
静脈叢からの採血は、動物の下眼瞼結膜と眼球の間にガラス毛細管を入
れ、下眼瞼に沿って目頭から目尻に向けてねじるようにガラス毛細管を刺
入する方法であるが、技術に熟練を要すること、麻酔が必須なこと、並び
に血液以外の物質（涙など）が混入することなどから、現在は動物実験に
用いる技術としての賛否が分かれる。
　一方、尾静脈からシリンジを用いて微量採血する方法は、無麻酔下の動
物から採血でき、熟練すれば短時間に簡単かつ無菌的に採血することが可
能である。
　しかし、尾静脈からのシリンジ採血は動物実験初級者には難しい手技で
あるため、実験方法として本学ではなかなか定着しない。
　日本全薬工業株式会社の村上らは、熟練を要することなく短時間で効率
良く採血することができるマウス・ラット用の頻回採血が可能な採血具を
考案した。（特許【公開番号】特開2006－223334（Ｐ2006－223334Ａ））
　本研究成果発表会では、この採血具を用いたマウス・ラットの採血方法
の実際を動画で紹介する。
